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ABSTRAK

Shiga-like toxin (stx) dari Escherichia coli O157:H7 yang telah ditemukan pada feses sapi, feses
manusia  dan daging sapi, mengindikasikan keberadaan bakteri tersebut sebagai agen zoonosis sangat
membahayakan dan mengancam kehidupan. Mengingat pentingnya keberadaan E.coli O157:H7 tersebut
terhadap kesehatan masyarakat, menjadikan analisis keragaman genetik Shiga Toxin Escherichia coli
(STEC) serta pengembangan perangkat diagnostik seperti probe gena menjadi sangat penting dilakukan.
Penelitian diawali dengan tahapan amplifikasi  gen stx2, purifikasi gel hasil elektroforesis, sekuensing
gena stx2, analisis filogenetik dan diakhiri dengan analisis sekuen kandidat probe diagnostik. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa isolat lokal E.coli O157:H7  SM25(1) hasil isolasi feses sapi memiliki
struktur genetik yang homolog dengan isolat E.coli O157:H7 kontrol positip  ATCC 43894. Hasil analisis
kandidat probe  berhasil merancang  probe dengan pelabelan teknik PCR yang memiliki susunan primer
foreward 5’-AATTTATATGTGGCCGGGTTC-‘3 dan primer reverse 5’-TGACGACTGATTTGCATTCC-‘3 yang
diberi nama masing-masing sebagai primer PFS dan PRS, dengan panjang produk probe 176 bp.

Kata kunci : E.coli O157:H7, biologi molekuler, probe, gena stx2.

ABSTRACT

A Shiga-like toxin producing Escherichia coli O157:H7 was detected in faecal samples of cattle, and
human as well as in beef. The performance of agent indicated that it has been identified as harmful and
often life-threatening zoonotic agent. It is therefore important to analysed the genetic characteristic of
Shiga toxin Escherichia coli (STEC) and to develop a diagnostic probe in order  to optimalized of diagnostic
test  for the agent. The  study was started by amplifiying  stx2 gene, purifying of PCR product, sequencing
of stx2 gene, analyzing  of phylogenetic tree, and finally  by analyzing   of  diagnostic  probe candidate.
Homology study showed that the genetic sequence of the local isolate of E. coli O157:H7 i.e SM25(1)
isolated from cattle feces has  a genetic and fuctional similarity with  the control isolate i.e E. coli O157:H7
ATCC 43894 originated from human.  Further study showed that a probe with  foreward primer  sequance
of 5’-AATTTATATGTGGCCGGGTTC-‘3 which were respectively designed as a PFS and PRS 176 bp product.
Appeared to be potential candidate of diagnostic probe for the agent.

Key words:  E.coli O157:H7, molecular biology, probe, stx2 gene.
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PENDAHULUAN

Berbagai teknik diagnostik secara molekuler
dalam  beberapa dekade belakangan ini,  telah
digunakan dalam  memantau foodborne
pathogen untuk tujuan perlindungan
masyarakat (Moon et al., 2004). Metode deteksi
yang didasarkan atas polymerase chain
reaction/PCR merupakan suatu metode  yang
sangat membantu karena spesifisitas yang
tinggi serta cara penggunaannya yang
sederhana.  Gen target yang digunakan sebagai
marker untuk  dideteksi dengan teknik PCR
biasanya terkait dengan faktor virulensi dari
mikroorganisme patogen seperti gen rfb, uidA,
stx1, stx2, serta  gen eaeA dari E.coli O157:H7.
Selain teknik PCR,  teknik diagnostik yang lebih
cepat  dan mudah aplikasinya sangat perlu
dikembangkan. Salah satu teknik tersebut
adalah pengembangan teknik diagnostik dengan
menggunakan probe. Probe secara kimiawi dan
biologis merupakan suatu molekul yang hanya
dapat berinteraksi secara kuat dengan molekul
targetnya yaitu ikatan yang kuat antara basa
C dengan G dan A dengan T, seperti halnya
ikatan antara antigen dengan antibodi, ikatan
antara avidin dan biotin ataupun ikatan antara
lateks dengan karbohidrat (Reischel et al., 2003).
Lebih lanjut Hill dan Jinneman (2000),
menyatakan bahwa, di samping keunggulan
probe yang  dapat mempercepat deteksi suatu
strain bakteri dan/atau gen virulensi,
pengembangan probe  gena juga dapat
mengurangi penggunaan media pertumbuhan
ataupun hewan coba.  Bertitik tolak dari
permasalahan tersebut,  analisis kandidat probe
gena shiga like toxin-2 (stx2) dari isolat lokal  E.
coli O157:H7 ini menarik untuk dilakukan.

METODE  PENELITIAN

Kultivasi  Stok Isolat
Kultivasi  terhadap sembilan isolat stok

(tersimpan dalam gliserol 30% dengan suhu
penyimpanan -20OC),  yang terdiri dari satu
isolat kontrol positip yaitu O157:H7 ATCC
43894,  dua isolat lokal asal tinja manusia
normal yaitu M17(1) dan M15(1), tiga isolat lokal
asal tinja sapi yaitu SM23(2), SM25(1) dan SM
7(1), serta tiga isolat lokal asal  daging sapi yaitu
DB24, DS 21(4) dan DS 12(2).  Keseluruhan isolat
ditumbuhkan kembali  pada media selektif

Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) (Oxoid CM
0813), yang dilanjutkan dengan uji konfirmasi
menggunakan  uji E. coli O157 latex
agglutination test (Oxoid DR620 M). Isolat yang
tidak memfermentasi sorbitol pada uji SMAC
dan positip pada uji lateks,  selanjutnya
dibiakkan pada agar nutrient miring sebagai
stok isolat untuk isolasi DNA.

Isolasi DNA Genomik Bakteri
Tahap isolasi DNA genomik bakteri

mengacu pada prosedur Qiagen (2007).
Sebanyak sembilan isolat E.coli O157:H7 yang
sebelumnya telah diinokulasikan  pada media
penyubur lactose broth (LB) dipanen dengan cara
sentrifugasi  7500 rpm selama 5 menit. Pelet
sel ditambah  180 µL tissue lysis buffer (Bufer
ATL)  dan 20 µL larutan proteinase K,
selanjutnya divortek selama 15 detik. Larutan
ditambah 200 µL lysis buffer (Buffer AL),
divortek selama 15 detik,  diinkubasikan pada
waterbath suhu 56OC  selama 10 menit,
ditambahkan 200 µL etanol absolut  96-100%,
dan divortek selama 15 detik. Lysate E. coli
yang didapat digunakan untuk binding DNA.
Lysate dimasukkan ke dalam tabung mikro
penyaring yang terletak dalam tabung  2 mL
(QIAamp mini spin column) dan disentrifus 8000
rpm selama satu menit.  Sisa cairan dibuang,
dan filter yang telah mengandung DNA
dimasukkan ke dalam tabung 2 mL (Nunc, Inc)
yang baru dan  berlanjut ke tahapan washing
DNA.  Filtrat DNA ditambah 500 µL wash buffer
(buffer AW1), didiamkan selama lima menit, dan
disentrifus 8000 rpm selama satu menit.  Sisa
cairan tertampung dibuang dan tabung
penampung diganti dengan tabung  2 mL yang
baru. Sebanyak 500 µL  wash buffer (buffer AW2)
ditambahkan dan didiamkan selama lima
menit. Tabung disentrifus dengan kecepatan
penuh 14.000 rpm selama tiga menit.  Sisa
cairan yang tertampung dibuang dan
dilanjutkan untuk eluting DNA. QIAamp mini
spin column yang mengandung DNA
dimasukkan ke dalam tabung steril baru,
ditambahkan 50 µl elution buffer (buffer AE),
didiamkan pada suhu kamar selama lima
menit, dan disentrifius dengan kecepatan 8000
rpm selama satu menit (tabung  telah
mengandung larutan DNA murni). Untuk
menghindari pengulangan freezing dan thawing,
DNA murni disimpan pada 4OC untuk uji
selanjutnya.
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Pengukuran  Konsentrasi dan Kemurnian
DNA

Sampel DNA diencerkan 50 kali (2 µL DNA
dicampur dengan 98 µL distilled water) dan
konsentrasi DNA diukur optical density (OD)-
nya dengan menggunakan spektrofotometer
(Backman DU-65)  pada panjang gelombang 260
dan 280 nm. Konsentrasi DNA dihitung dengan
menggunakan rumus seperti yang dilaporkan
oleh Sambrook dan Russel (2001).

Deteksi  Gen Shiga Like Toxin-2 (stx-2)
dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

Deteksi keberadaan gen shiga like toxin-2
terhadap sembilan isolat dilakukan
menggunakan primer spesifik LP-43(F): (5’-
ATCCTATTCCCGGGAGTTACG-3’) dan LP-44
(R):  (5’-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3’)
dengan panjang produk PCR 584 bp  (Moon et
al., 2004).  Reaksi PCR dilakukan pada total
volume 41  µL  yang mengandung 1,5  µL  DNA
template, 36,5  µL PCR Platinum PCR SuperMix
2x (Invitrogen Cat.No. 11306-016), 1,5 µL (20
pmol/µl) primer LP-43 dan   1,5 µL (20 pmol/µL)
primer LP-44.  Amplifikasi dilakukan pada
mesin Thermalcycler Model TC25/H  dengan
kondisi predenaturasi pada suhu  94OC selama
tujuh menit, diikuti 35 siklus dengan kondisi
reaksi denaturasi 94OC  selama satu menit,
annealing pada 60OC  selama 35 detik, dan
polimerisasi pada suhu  72OC  selama dua menit.
Pada bagian akhir dilakukan polimerisasi
tambahan  pada suhu 72OC selama lima menit.
Setelah reaksi selesai,  sebanyak  4 µL produk
PCR dicampur  dengan 2  µL loading dye (blue/
orange loading dye) dan dielektroforesis pada
gel agarose 1% (Gibco BRL Cat. No. 5510UA)
yang telah diisi GoldViewTM Nucleic Acid Stain
5 mL/ 30 mL agar,   bersama dengan marker
100 bp DNA ladder (Invitrogen Cat.No. 10380-
012). Elektroforesis dilakukan pada tegangan
100V selama 35 menit. Visualisasi pita/band
yang muncul dilakukan dengan UV
transilluminator dan difoto dengan kamera
digital FE-270 7,1 Megapixel.

Purifikasi Produk Amplifikasi DNA
Purifikasi produk amplifikasi gen stx2

dilakukan dengan metode  pureLinkTM quick gel
extraction kit (Invitrogen Cat.No. K2100-12).
Pita DNA hasil elektoforesis  yang positif
fragmen yang diinginkan (584 bp) diiris di atas
UV.  Ketentuan jika gel agarose < 2%  maka
ditambahkan tiga volume gel solubilization

buffer (L3) untuk setiap satu volume gel atau
1,2 ml gel solubilization buffer (L3) untuk 400
mg gel. Campuran diinkubasikan dalam
waterbath suhu 50OC selama 10 menit sampai
semua irisan gel terlarut. Waktu inkubasi
ditambahkan lima menit setelah semua gel
terlarut.  Larutan gel dipindah ke dalam quick
gel extraction column yang sudah terdapat
dalam tabung washing. Tabung selanjutnya
disentrifius dengan kecepatan 12.000 x g selama
satu menit. Setelah sentrifus, ke dalam tabung
ditambahkan 500 µL washing  buffer (W1) yang
telah mengandung etanol, kemudian di sentrifus
dengan kecepatan 12.000 x g selama satu menit.
Sisa cairan dibuang dan tabung disentrifus lagi
dengan kecepatan 12.000 x g selama tiga menit
untuk menghilangkan sisa washing buffer dan
etanol. Quick gel extraction column dipindah-
kan ke tabung recovery yang baru, selanjutnya
ditambahkan 30 µL elution buffer (E5) dan
diinkubasikan pada suhu kamar selama 1 menit.
Tahapan terakhir adalah melarutkan DNA
dengan cara sentrifus pada kecepatan 12.000
rpm selama satu menit.

Sekuensing dan Analisis Sekuen
Kandidat Probe

Sekuensing DNA dikerjakan  di Lembaga
Eijkman Jakarta. Sekuensing dilakukan pada
dua sampel dengan pita terbaik menggunakan
primer forward dan reverse. Data sekuensing
yang diperoleh, dianalisis dengan program Mega
4.0 (Tamura et al., 2007). Analisis sekuen
nukleotida dan asam amino dari isolat yang
terpilih dialignment dengan data yang ada di
gen bank melalui program Clustal W (Thompson
et al., 1994) yang ada di software Mega versi
4.0. Hubungan evolusi ditentukan berdasarkan
metode Neighbor-Joining dengan 1000 kali
pengulangan (Saitou dan Nei, 1987).  Struktur
sekuen primer kandidat probe dipilih susunan
nukleotida yang memenuhi syarat untuk
menghasilkan probe dengan panjang > 100
nukleotida menggunakan program Primer3.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi Gen stx-2 dari Escherichia coli
O157:H7

Hasil deteksi gen stx2  menggunakan
primer spesifik LP-43(F)   dan LP-44 (R)
terhadap isolat E.coli O157:H7  seperti tersaji
pada Gambar 1.
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Hasil PCR menunjukkan bahwa isolat asal
feses manusia [M15(1)], feses sapi [SM25(1) dan
SM7(1)],  serta  asal daging sapi [DB24 dan
DS12(2)]  mengandung gen stx2 dari agen E.
coli O157:H7 seperti halnya isolat kontrol positip
ATCC 43894 yang dicirikan dengan terlihatnya
produk PCR  584 bp (Gambar 1).  Namun, pita
yang paling jelas adalah isolat ATCC43894 dan
SM25(1) asal feses sapi. Pita-pita tambahan pada
isolat lainnya dapat disebabkan oleh kurang
optimumnya suhu dan waktu PCR saat
amplifikasi (khusunya pada suhu annealing),
atau dapat diakibatkan jumlah siklus yang
terlalu banyak, ataupun kurang spesifiknya
desain primer yang digunakan (Roche, 2006).
Tahapan selanjutnya berupa sekuensing pada
isolat SM25(1) untuk mengetahui lebih jauh
susunan nukleotida penyusunnya. Teknik
sekuensing mengacu pada  pendapat Foley et
al., (2004)  yang menyatakan bahwa sekuensing
DNA menjadi metode yang sangat akurat untuk
mengetahui susunan nukleotida gen stx2 dari
E. coli O157:H7 karena kemampuan pengurutan
materi genetiknya yang tinggi dan merupakan
instrumen  pembeda yang sangat akurat.

Analisis Hasil Sekuensing Gen stx2
Hasil alignment 583 nukleotida hasil

sekuensing isolat ATCC 43894 dan SM25(1)
terhadap isolat lain memperlihatkan bahwa gen
stx2  dari isolat lokal  E. coli O157:H7 SM25(1)

memiliki homologi  susunan nukleotida yang
tinggi (identik) terutama dengan gen stx2 dari
isolat kontrol O157:H7 ATCC 43894 dan paga
933W namun memperlihatkan beberapa
nukleotida yang berbeda jika dibandingkan
dengan strain E.coli O157:H7 Thai-1, E.coli
O157:H7 Thai-12, serta E.coli O157:H7 98-16
(Tabel 1).

Hasil alignment isolat ATCC 43894 dan
SM25(1) dengan strain referen terakhir ini
menunjukkan adanya substitusi transisi dan
tranversi yakni enam situs substitusi transisi
(urutan basa ke-21, 42, 303, 318, 381, dan 462)
dan satu situs substitusi tranversi (urutan basa
ke-57). Hasil alignment juga menunjukkan
adanya situs beragam yakni substitusi transisi
basa ke 21 dan ke-42, serta substitusi tranversi
basa ke-57 dapat digunakan sebagai pembeda
antara isolat E.coli SM25(1) dengan E.coli
O157:H7 Thai-1, E.coli O157:H7 Thai-12, serta
E.coli O157:H7 98-16.  Kajian lebih jauh untuk
melihat adanya pengaruh mutasi nukleotida
terhadap  susunan asam amino, dikaji lebih
jauh dengan melakukan alignment yang
didasarkan atas susunan asam amino seperti
tersaji pada Tabel 2. Alignment terhadap
susunan asam amino sangat penting dilakukan
mengingat adanya mutasi dari nukleotida pada
daerah coding sequence, dikhawatirkan akan
berpengaruh terhadap fungsi dari protein yang
dibentuknya (Dale dan Park, 2004)

Gambar 1  Elektroforesis produk PCR 8 Isolat E.coli O157:H7 dan 1 isolat kontrol  pada agarose 1%. Baris
1 kontrol positip : ATCC 43894;  baris 2-3 isolat asal feses manusia yaitu baris 2: M17(1) dan baris 3:
M15(1);  baris 4-6 isolat asal feses sapi yaitu baris 4: SM23(2); baris 5: SM25(1); dan baris 6: SM7(1);
baris 7-9 isolat asal daging  sapi yaitu baris 7: DB24; baris 8: DS21(4) dan baris 9: DS12(2). M: Marker
100 bp  DNA Ladder (Microzone Ltd).
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Tabel 1. Alignment susunan nukleotida (berukuran 583 nt) hasil sekuensing gen stx2 E.coli ATCC
43894 dan SM25(1) terhadap isolat lainnya di Genbank dengan program Clustal W

#Phage_933W TCG GTA TCC TAT TCC CGG GAG TTT ACG ATA GAC TTT TCG  [ 39]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ...  [ 39]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ...  [ 39]
#E.coli_O157:H7_98-16 ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ...  [ 39]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 39]
#E.coli_SM25(1)  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 39]
#Phage_933W ACC CAA CAA AGT TAT GTC TCT TCG TTA AAT AGT ATA CGG  [ 78]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ..T ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ...  [ 78]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ..T ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ...  [ 78]
#E.coli_O157:H7_98-16 ..T ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ...  [ 78]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 78]
#E.coli_SM25(1) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 78]
#Phage_933W ACA GAG ATA TCG ACC CCT CTT GAA CAT ATA TCT CAG GGG  [117]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [117]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [117]
#E.coli_O157:H7_98-16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [117]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [117]
#E.coli_SM25(1) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [117]
#Phage_933W ACC ACA TCG GTG TCT GTT ATT AAC CAC ACC CCA CCG GGC  [156]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [156]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [156]
#E.coli_O157:H7_98-16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [156]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [156]
#E.coli_SM25(1)  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [156]
#Phage_933W AGT TAT TTT GCT GTG GAT ATA CGA GGG CTT GAT GTC TAT  [195]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [195]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [195]
#E.coli_O157:H7_98-16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [195]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [195]
#E.coli_SM25(1) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [195]
#Phage_933W  CAG GCG CGT TTT GAC CAT CTT CGT CTG ATT ATT GAG CAA  [234]
#E.coli_O157:H7_Thai-1 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [234]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [234]
#E.coli_O157:H7_98-16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [234]
#E.coli_ATCC_43894 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [234]
#E.coli_SM25(1) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [234]
#Phage_933W AAT AAT TTA TAT GTG GCC GGG TTC GTT AAT ACG GCA ACA  [273]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [273]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [273]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [273]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [273]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [273]
#Phage_933W             AAT ACT TTC TAC CGT TTT TCA GAT TTT ACA CAT ATA TCA  [312]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ...  [312]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [312]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [312]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [312]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [312]
#Phage_933W             GTG CCC GGT GTG ACA ACG GTT TCC ATG ACA ACG GAC AGC  [351]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [351]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [351]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [351]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [351]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [351]
#Phage_933W             AGT TAT ACC ACT CTG CAA CGT GTC GCA GCG CTG GAA CGT  [390]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ...  [390]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [390]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [390]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [390]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [390]
#Phage_933W             TCC GGA ATG CAA ATC AGT CGT CAC TCA CTG GTT TCA TCA  [429]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [429]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [429]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [429]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [429]
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#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [429]
#Phage_933W             TAT CTG GCG TTA ATG GAG TTC AGT GGT AAT ACA ATG ACC  [468]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [468]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [468]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ...  [468]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [468]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [468]
#Phage_933W             AGA GAT GCA TCC AGA GCA GTT CTG CGT TTT GTC ACT GTC  [507]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [507]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [507]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [507]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [507]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [507]
#Phage_933W             ACA GCA GAA GCC TTA CGC TTC AGG CAG ATA CAG AGA GAA  [546]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [546]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [546]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [546]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [546]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [546]
#Phage_933W             TTT CGT CAG GCA CTG TCT GAA ACT GCT CCT GTG TAT A [583]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . [583]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . [583]
#E.coli_O157:H7_98-16   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . [583]
#E.coli_ATCC_43894      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . [583]
#E.coli_SM25(1)         ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . [583]

Tabel 2. Alignment susunan asam amino (berukuran 194 Asam amino) hasil sekuensing gen stx2
E.coli ATCC 43894 dan SM25(1) terhadap isolat lainnya di Genbank dengan program
Clustal W

#Phage_933W             SVSYSREFTI DFSTQQSYVS SLNSIRTEIS TPLEHISQGT  [ 40]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  .......... .......... .......... ..........  [ 40]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 .......... .......... .......... ..........  [ 40]
#E.coli_O157:H7_98-16   .......... .......... .......... ..........  [ 40]
#E.coli_ATCC_43894      .......... .......... .......... ..........  [ 40]
#E.coli_SM25(1)         .......... .......... .......... ..........  [ 40]
#Phage_933W             TSVSVINHTP PGSYFAVDIR GLDVYQARFD HLRLIIEQNN  [ 80]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  .......... .......... .......... ..........  [ 80]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 .......... .......... .......... ..........  [ 80]
#E.coli_O157:H7_98-16   .......... .......... .......... ..........  [ 80]
#E.coli_ATCC_43894      .......... .......... .......... ..........  [ 80]
#E.coli_SM25(1)         .......... .......... .......... ..........  [ 80]
#Phage_933W             LYVAGFVNTA TNTFYRFSDF THISVPGVTT VSMTTDSSYT  [120]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  .......... .......... .......... ..........  [120]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 .......... .......... .......... ..........  [120]
#E.coli_O157:H7_98-16   .......... .......... .......... ..........  [120]
#E.coli_ATCC_43894      .......... .......... .......... ..........  [120]
#E.coli_SM25(1)         .......... .......... .......... ..........  [120]
#Phage_933W             TLQRVAALER SGMQISRHSL VSSYLALMEF SGNTMTRDAS  [160]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  .......... .......... .......... ..........  [160]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 .......... .......... .......... ..........  [160]
#E.coli_O157:H7_98-16   .......... .......... .......... ..........  [160]
#E.coli_ATCC_43894      .......... .......... .......... ..........  [160]
#E.coli_SM25(1)         .......... .......... .......... ..........  [160]
#Phage_933W             RAVLRFVTVT AEALRFRQIQ REFRQALSET APVY [194]
#E.coli_O157:H7_Thai-1  .......... .......... .......... .... [194]
#E.coli_O157:H7_Thai-12 .......... .......... .......... .... [194]
#E.coli_O157:H7_98-16   .......... .......... .......... .... [194]
#E.coli_ATCC_43894      .......... .......... .......... .... [194]
#E.coli_SM25(1)         .......... .......... .......... .... [194]
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Hasil alignment 194 asam amino  pada
Tabel 2 memperlihatkan adanya kesamaan
susunan asam amino penyusun toksin Stx2
antara isolat ATCC 43894 dan SM25(1) terhadap
isolat lainnya yang ada di Genbank. Hasil ini
menjelaskan bahwa sekalipun pada tingkat
nukleotida terlihat adanya mutasi (transisi
maupun tranversi), namun mutasi yang terjadi
hanya bersifat silent mutation yakni mutasi
yang tidak sampai menimbulkan adanya
perubahan asam amino, sehingga diprediksi
tidak sampai mengubah fungsi dari gen stx2.
Kodon dengan pola seperti itu, menurut Dale
dan Park (2004) dikenal dengan istilah
synonymous codons.

Kajian lebih lanjut untuk melihat jarak
genetik di antara masing-masing isolat, seperti
tersaji pada Tabel 3.

Adanya perbedaan susunan nukleotida
tersebut diperjelas dengan hasil filogram pada
Gambar 2. Hasil filogram mengelompokkan
isolat SM 25(1) ke dalam satu clade bersama-
sama dengan E.coli ATCC 43894 dan phaga
933W. Di sisi lain, E. coli O157:H7 Thai-12
membentuk clade yang terpisah bersama-sama
dengan E.coli O157:H7 Thai-1 dan E. coli
O157:H7 98-16.

Terjadinya pengelompokan isolat SM25(1)
dengan isolat kontrol ATCC 43894 dan phaga
933W ke dalam satu clade yang didukung oleh
nilai bootstrap 94%  mengindikasikan adanya
kesesuaian yang erat termasuk daya
patogenisitas stx2 yang dimilikinya.

Koitabashi et al., (2006) menemukan
adanya perbedaan daya patogenisitas yang nyata
antara phaga 933W yang terisolasi dari wabah
E.coli O157:H7 pertama di Amerika
dibandingkan dengan phaga 21 yang yang
memiliki homologi yang tinggi dengan strain
Thai-12. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
sejumlah besar toksin Stx2 cenderung terdeteksi
pada phaga 933W jika dibandingkan dengan
phaga 21. Fenomena ini mengindikasikan bahwa
strain lokal E. coli O157:H7  SM25(1) berpeluang
besar memiliki daya patogenisitas yang serupa
dengan phaga 933W maupun  ATCC 43894,
sehingga keberadaan strain lokal E. coli
O157:H7  sudah  semestinya mendapat
perhatian bersama.

Analisis Kandidat Probe
Suatu sekuen gen yang akan digunakan

sebagai template untuk sintesis probe harus
memiliki kestabilan yang tinggi dalam suatu
organisme  (Reue, 1998). Tingkat akurasi
deteksi yang tinggi dari suatu probe dapat
dicapai apabila  probe bersifat komplemen
dengan DNA atau RNA dari organisme target,
sehingga sekuen tersebut harus conserved
selama evolusi. Kestabilan  gen dari suatu
organisme dapat diketahui melalui pendekatan
analisis database bioinformatika yang diakses
melalui Genbank (Strachan dan Read, 2002).
Analisis homologi dari sekuen yang akan
dijadikan kandidat probe dilakukan dengan
program basic local alignment search tool
(BLAST)  melalui situs NCBI: http//
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ akan dapat
dilakukan (Altschul et al., 1997). Hasil analisis
blastn pada program BLAST dari sekuen gen
stx2  isolat SM25(1)  terhadap gen-gen  lain
seperti tersaji pada Gambar 3.

Hasil blastn memperlihatkan bahwa
susunan nukleotida dari isolat SM25(1) sangat
identik (100%) dengan gen stx2 dari beberapa
isolat  E. coli  terutama dari virotipe O157:H7
yang sudah terdaftar di Genbank serta memiliki
homologi yang sangat rendah dengan genom
hospes  (data tidak ditampilkan) sehingga
sepanjang nukleotida yang disejajarkan  tersebut
sangat layak untuk dipilih sebagai kandidat
probe.

Kandidat probe yang dirancang, dianalisis
dengan menggunakan program Primer 3.
Setelah memperhatikan beberapa persyaratan
yang harus dipenuhi sebagai kandidat probe,
akhirnya diperoleh susunan nukelotida yang
dianggap layak sebagai primer probe (Gambar

Tabel 3. Matriks perbedaan nukleotida
(berukuran 583 nt) hasil sekuensing
gen stx2 E.coli ATCC 43894 dan
SM25(1) terhadap isolat lainnya di gen
bank menggunakan metode Kimura 2
parameter.

[1] #Phage_933W
[2] #E.coli_O157:H7_Thai-1
[3] #E.coli_O157:H7_Thai-12
[4] #E.coli_O157:H7_98-16
[5] #E.coli_ATCC_43894
[6] #E.coli_SM25(1)

[      1     2     3     4     5     6 ]
[1]
[2]  0.009
[3]  0.005 0.003
[4]  0.009 0.007 0.003
[5]  0.000 0.009 0.005 0.009
[6]  0.000 0.009 0.005 0.009 0.000
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Gambar 2. Filogram yang dikonstruksi berdasarkan algoritma Neighbor joining (Saitou dan
Nei, 1987) dari nukleotida gen stx2 (berukuran 583 bp) pada isolat E.coli SM25(1) dan ATCC
43894.

Gambar 3. Hasil blastn nukeotida hasil sekuensing gen stx2 dari isolat SM25(1) dengan beberapa
isolat E. coli O157:H7 di Genbank
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Gambar 4. Posisi Primer Probe dengan Panjang Produk 176 bp.
           >>>>>>  primer kiri
           <<<<<<  primer kanan

Gambar 5.Hasil blast primer forward dengan beberapa nukleotida di Genbank
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4) yang diharapkan akan dapat menghasilkan
probe terlabel lebih dari 100 basa (dalam teknik
pelabelan dengan reaksi PCR).

Spesifisitas dari primer probe yang
dirancang diukur dengan cara  primer probe baik
forward maupun reverse diuji dengan beberapa
nukleotida lainnya di Genbank.

Hasil blast pada Gambar 5 dan 6
menunjukkan bahwa sekuen primer probe yang
akan digunakan memiliki nilai spesifisitas 100%
(max ident) tehadap gen stx2 dari E. coli
O157:H7 sekaligus memiliki nilai spesifisitas
yang rendah terhadap genom inang (data tidak
ditunjukkan). Berpedoman pada hasil tersebut,
maka sekuen primer probe yakni primer probe
forward dengan susunan  5’-AATTTATATG-
TGGCCGGGTTC-‘3 dan primer reverse dengan
susunan  5’-TGACGACTGATTTGCATTCC-‘3
yang selanjutnya diberi nama masing-masing
sebagai primer PFS dan PRS dipandang sangat
spesifik  untuk menghasilkan daerah template
dalam pembuatan probe diagnostik yang dilabel
dengan teknik PCR.

SIMPULAN

Isolat SM25(1) yang merupakan isolat lokal
E. coli O157:H7 asal feses sapi memiliki
kesamaan struktur genetik yang tinggi dengan
isolat O157:H7 ATCC 43894 yang diisolasi dari

feses manusia.  Sekuen probe telah berhasil
dirancang dengan susunan primer forward 5’-
AATTTATATGTGGCCGGGTTC-‘3 dan primer
reverse 5’-TGACGACTGATTTGCATTCC-‘3
dengan nama masing-masing sebagai primer
PFS dan PRS dapat dikembangkan sebagai
perangkat diagnostik untuk menghasilkan
probe terlabel dengan panjang produk probe 176
bp di dalam suatu pelabelan probe dengan
teknik PCR.

SARAN

Keakuratan dari primer probe yang didapat
masih memerlukan tahapan uji lanjutan yakni
tahapan sintesis probe, pelabelan probe,
kuantifikasi probe serta optimasi efisiensi
penggunaan probe terlabel, sehingga probe yang
dirancang benar-benar dapat dibuktikan daya
sensitivitas dan spesifisitasnya.
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Gambar 6. Hasil blast primer reverse  dengan beberapa nukleotida di Genbank
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